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Resumen

Se desarrollé un trabajo de caracteri-
zacion a cuatro aislados de viroides, rela-
cionados con la exocortis y la cachexia de
los citricos presentes en las plantaciones de
Jaguiey Grande, con el objetivo de identificar
las especies presentes en dichos aislados,
para lograrlo se utilizé la electroforesis en
geles de poliacrilamida (sPAGE). Los analisis
permitieron la identificacion de las siguien-
tes especies del complejo de viroides de los
citricos: (CEVd) para el aislado DC 24; (CVd- 1)
para DP 26y DT 8,y (CVd- lll) para los aislados
DC 13,DP 26 y DT 8. Después de cuatro me-
ses de la inoculacion, se corroboré que los
resultados electroforéticos se corresponden
con los sintomas observados en las plantas
indicadoras inoculadas. Esta caracteri-
zacion sienta las bases para el desarrollo de
investigaciones posteriores en las que las
diferentes especies sean utilizadas con fines
beneficiosos y para el establecimiento de
nuevas técnicas de diagnostico.

Abstract

Work was carried out on the charac-
terization of four isolated viroids related
to exocortis and cachexia of citrus found
in Jagliey Grande's plantations. The aim
was to identify the species present in such
isolates. To achieve this, Poliacrylamide
Gel Electrophoresis (sPAGE) was used. The
analyses enabled us to identify the follow-
ing species of the citrus viroid complex:
(CEVd) for the DC 24 isolate; (CVd - II) for DP
26 and DT 8, and (CVd - Ill) for the DC 13, DP
26 and DT 8 isolates. After four months of
inoculation, it was possible to corroborate
that the electrophoretic results correspond
to the symptoms observed in the inocu-
lated indicator plants. This characterization
establishes the bases for the development
of further research in which the different
species are used for beneficial purposes
and for the establishment of new diagnostic
techniques.

Abstrait

On a effectué un travail de caractéri-
sation de 4 viroides isolés, liés a I'exocortis
et a la cachexie des citriques présents dans
les plantations de Jagiiey Grande, avec pour
objectif d'identifier les espéces présentes
dans ces dits isolés . Pour le réussir, on a
utilisé I'électrophore en gels de polyacryla-
mide (sPAGE).

Les analyses ont permis d'identifier les
especes suivantes du complexe de viroides
des citriques : (CEVd) pour l'isolé DC 24 ;
(Cvd- 1) pour DP 26 et DT 8, et (CVd- IIl)
pour les isolés DC 13, DP 26 et DT 8. Apres
4 mois d'inoculation, on a constaté que les
résultats de I'électrophorese correspondent
aux symptomes observés sur les plantes
indicatrices inoculées. Cette caractérisation
assied les bases pour le développement
de recherches postérieures afin que les
différentes espéces soient utilisées a des
fins bénéfiques et pour la mise en place de
nouvelles techniques de diagnostic.
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Los viroides son los agentes fitopatdgenos mas pequeios y simples descritos hasta

el momento, que causan enfermedades aun no curables, entre las que se destacan la

exocortis y la cachexia como las mas distribuidas en las plantaciones citricolas de Cuba
(Batista et al., 1995; Pérez et al., 1998).
En Cuba no se han informado pérdidas considerables de los rendimientos debido

a los viroides puesto que casi la totalidad de los citricos se encuentran injertados sobre

Naranjo Agrio (patrén tolerante a los viroides), pero con la entrada del Virus de la Tristeza

de los Citricos (CTV) y su vector mas eficiente (Toxoptera citricida) se hace necesario la

implantacion de un sistema diversificado de patrones, muchos de los cuales pueden ser

Ciudad Habana,

viroides presentes en los citricos ...

sensibles a dichos patégenos (Duran-Vila, 1997).
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Los viroides, ademas de ser perjudiciales en caso de variedades sensibles y aislados

severos; pueden ser utilizados con fines beneficiosos para enanizar

pp33- 38

33



34

plantas, aumentando la densidad de éstas por superficie y
facilitando las labores culturales y de recolecciéon (Owens
et al,, 2000); pueden ser utilizados ademas para proteccién
cruzada de las plantas contra otros patégenos como los hon-
gos (Garcia, 2002) y viroides severos como el que produce
la cachexia ( variante patogénica del HSVd). De ahi que este
trabajo tuvo como objetivo la caracterizacion mediante la
sPAGE y plantas indicadoras de cuatro aislados de estos
fitopatdgenos presentes en los arboles citricos de Jagley
Grande, para determinar las especies con que estos cuentan
y su posible uso en la citricultura.

Materiales y métodos

Se tomaron los siguientes aislados de una plantacion
de limero ‘Persa’ (Citrus latifolia tan) injertado sobre Citrus
macrophylla: DC 13, DC 24, DP 26 y DT 8. los que fueron ino-
culados en plantas de cidro ‘Etrog Arizona 861 s-1 injertadas
sobre cidrén (hibrido natural de Citrus medica) (Pérez et al.,
2002), mediante insercion de corteza de vastagos infectados,
simultdneamente por debajo del injerto. Se dejaron plantas
sin inocular como control sano.

A partir del momento en que se zafaron los naylon de los
injertos, se realizaron observaciones visuales de las plantas
en busca de sintomas tipicos de exocortis con el objetivo de
describir los mismos y determinar el periodo de incubacién
de los distintos aislados.

Para identificar la especies de los distintos viroides que
pudieran aparecer en las muestras después de dos y cuatro
meses de la inoculacién, se tomaron brotes jovenes (de 4 a
69) los cuales se homogenizaron segun el procedimiento
empleado por Duran-Vila et al. (1986) en un medio de ex-
traccion (0.4M Tris HCl pH=8.9; 1% SDS, 5mM EDTA pH=7;
4% 2 Mercaptoethanol) y fenol saturado en agua pH=7.0,
proporcion 1:1:3 respectivamente. Los acidos nucleicos
(fase acuosa), se precipitaron en etanol (90-95%) y luego
se fraccionaron 2M LiCl; precipitando

(sPAGE) para la deteccion de viroides, segun la metodologia
de Semancik y Harper (1984) y Duran-Vila et al.(1988). La pri-
mera corrida se efectud en un gel nativo con dimensiones de
180 x 160 x 1.5 mm, en un equipo Bio-Rad, y una intensidad
de corriente de 66 mA, durante 2 a 2.5 horas a 4 °C.

Después de esta corrida, el gel se sumergié en una
solucion de Bromuro de Etidio con agitacion suave durante
diez minutos y posteriormente se observé bajo luz UV para
cortar la tira identificada como "zona de viroides" que com-
prende desde la muestra standard del CEVd hasta el 7s del
hospedero. Esta banda se colocé en la parte superior de un
gel desnaturalizante de dimensiones 180 x 100 x 2.25 mm
conteniendo 8M de Urea y polimerizado en TAE pH=6.5 se-
gun la técnica empleada por Rivera-Bustamante et al.(1986)
con modificaciones en las dimensiones y grosor del gel a
una intensidad de corriente de 22 mA (Pérez y Gonzalez,
1990) durante 4 a 5 horas a temperatura ambiente, hasta
que el marcador avanzé préximo al final del gel. La tincién
se realizé con nitrato de plata (Igloi, 1983), para visualizar e
identificar las bandas de viroides correspondientes a cada
aislado analizado.

Resultados y discusion

A continuacién se muestra en la tabla 1 el periodo de in-
cubacion para cada uno de los aislados en estudio, asi como
el grado de la sintomatologia observada en la indicadora.
se puede apreciar la marcada diferencia existente entre la
variedad e intensidad de los sintomas de cada uno de ellos
que seran discutidos mas adelante.

TABLA.1: EXPRESION DE SINTOMAS PRODUCIDOS POR LOS AISLADOS EN
LA INDICADORA CIDRO 'ETROG ARIZONA 861 S-1' HASTA LOS CUATRO
MESES DE INOCULADAS.

la parte soluble en etanol, y finalmente EP RN.C NN.C PN PA PI
se resuspendié en tampon 10mM Tris, DC 13 4 + + T+ ++  6-12sem
10mM KCl, 0.1mM MgCl, pH=7.4. DP 26 ; B B _ _ -

A partir de estas preparaciones de DC 24 ot I e+ F++ ++4  5-7sem
acidos nucleicos, se tomaron alicuotas DT 8 iy n n ) B 7-13 sem

de 50 pL y se sometieron a una electro- Control

foresis secuencial en geles de poliacri-
lamida
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Leyenda: (-) sin sintomas, (+) leves, (++) moderados y (+++) severos
EP: epinastia foliar, R.N.C: rajadura del nervio central, N.N.C: necrosis del
nervio central, PN: peciolo necrosado, P.A: peciolos arrugados, P.I: periodo

de incubacion.



Es notable la diferencia en cuanto al momento de apa-
ricion de los primeros sintomas, que en el caso del Dc 24
ocurre a las cinco semanas de inoculadas, a diferencia de
los aislados DC 13 y DT 8 donde los sintomas aparecen una
y dos semanas después respectivamente.

En las preparaciones de acido nucleico obtenidas de
muestras de tejidos de cidro, se identificaron por sPAGE
las bandas de RNA (viroides) con diferente movilidad elec-
troforética a las ocho y las 16 semanas de la inoculacién,
observédndose que los viroides CEVd migraron mas lenta-
mente y que las bandas correspondientes a cada muestra
coincidieron con la posicién de CEVd standard en la zona de
moléculas circulares de viroides.

También se observaron otras bandas de movilidad inter-
media que se corresponden con CVd-Il y CVd-Ill comprendi-
das entre las moléculas de CEVd y el RNA 7s del hospedero,
las que se identificaron segun la posicién del control en el
gel desnaturalizante de poliacrilamida. No se visualizaron
bandas en los extractos de tejidos sanos.
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Figura 1. sSPAGE con muestras de cidro a los dos meses de inoculadas.

En la Figura 1, se muestra el esquema electroforético del
analisis de las muestras de cidros inoculadas con los aislados
deseados, donde se destacan las bandas circulares de CEVd
(~ 371 nucledtidos) procedente del aislado DC 24 lo que se
corresponde con los sintomas severos de exocortis observa-
dos en cidro Etrog Arizona 861- s1 (figura 2). Se observaron
ademas bandas de viroides situadas entre CEVd y el 7S del
hospedero, correspondientes a la especie CVd-IIl (~280-292
nucledtidos) para los aislados DC 13y DT 8 causantes respec-
tivamente de sintomas moderados y leves de exocortis en la
indicadora (figura 2).

viroides presentes en los citricos ...
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Figura 2. Sintomas inducidos por los distintos aislados en cidro 'Etrog
Arizona 861s-1

A. Epinastia foliar, de izquierda a derecha: control sano, leve, moderado y
severo.

B. De Izquierda a derecha: Control sano, necrosis severa del peciolo y pecio-

lo oscuro y necrético.

Es importante destacar que el aislado DP 26 no presentd
ninguna banda correspondiente a los viroides al cabo de los
dos meses de la inoculacién, esto no es indicativo de la no
existencia de ninguno de los viroides en las plantas inocula-
das, Duran-Vila (1997) planted la aparicion de las bandas de
las especies de viroides leves a temperaturas entre 28 - 30
° Cy durante el tiempo que dur6 el experimento (invierno),
las temperaturas se mantuvieron por debajo de este rango
(T. media de 20 a 25 ° C). Por otra parte, la literatura plantea
que para el caso de los viroides CVd-Il'y CVd-IV, las bandas
no suelen aparecer hasta los seis meses después de la ino-
culacién (Duran-Vilay et al., 1993).

En la corrida electroforética que se realizé a los cuatro
meses, se pudo observar que al igual que la anterior, apa-
recieron bandas correspondientes al CEVd para el aislado
DC 24 y las correspondientes a la especie CVd-Ill para los
mismos aislados que el caso anterior, pero difiere de este en
que a los cuatro meses de la inoculacién, aparece una banda
en la zona standard de CVd-Il para el DT 8 y una en la zona
del CVd-lll en la corrida del DP 26 que no habian aparecido
anteriormente.

En este resultado influyd la temperatura que aunque no
se encontraba auin en el rango 6ptimo de replicaciéon
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de los viroides, al cabo de este tiempo, estas habian tenido
un ligero aumento y unido a esto le influyé positivamente
el tiempo transcurrido entre una corrida y la otra (Duran-Vila
etal, 1993).

En relacién con las evaluaciones realizadas sobre la
sintomatologia en cidro causada por el aislado DC 24 que
contiene el CEVd, asicomo el DC 13y el DP 26y DT 8 con el
CVd-lll, es necesario sefalar que los mismos se encontraron
en forma natural e independiente en especies citricas y que
esta descripcion en la que se establece la unién entre el ais-
lado y su agente causal en cidro, coincide con los informes
de Duran-Vila et al. (1988).

Es de destacar que el aislado DT 8, constituido por una
mezcla de viroides débiles indujo sintomas moderados en
los cidros inoculados, lo cual se atribuye a un efecto de siner-
gismo entre los distintos viroides, planteado por Duran-Vila
et al.(1988) quienes refieren que las mezclas de viroides,
aun siendo de los grupos CVds, considerados viroides dé-
biles, pueden inducir sintomas de moderados a severos,
semejantes a aquellos inducidos por el CEVd. Almeida-Leén
et al. (1999) Detectaron que en la mayoria de los casos se
encuentran formando combinaciones de diferentes especies
en los hospederos de campo.

Aunque hasta el momento los estudios en el pais, mues-
tran la ausencia de viroides CVd-|, estos ya se han detectado
en otros paises. (Semancik y Duran-Vila, 1991), no se puede
negar la posibilidad de que se puedan detectar en otros
aislados no analizados, o que su concentracién haya estado
muy baja y sea necesario utilizar métodos mas sensibles y
especificos.

Conclusiones
La caracterizacion molecular por sPAGE indicé que los
aislados estudiados son portadores de los viroides CEVd (DC
24); CVd-II (DT 8); CV d-Ill (DC 13, DP 26 y DT 8).
e Las especies detectadas coinciden con las detectadas
hasta el momento en Cuba por otros autores.
e Laespecie CVd -Il (HSVd) no fue detectada mediante sPA-
GE hasta los cuatro meses de la inoculacién en cidro.
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Recomendacién

e Se deben analizar estos y otros aislados presentes en
Cuba, con el empleo de métodos més sensibles (NACH y
SSCP) que permitan determinar si existen otras especies
de estos patdgenos a bajas concentraciones ®
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